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Abstract 



An enzyme (I) selected from lipoxygenases, protein disulfide isomerases, phenol oxidases and 
peroxidases, lysyl oxidases, protein disulfide reductases, tyrosine oxidases or sulfhydryl 
oxidases is used to formulate compositions containing active ingredients. Independent claims 
are also included for the following: (1) a process for producing compositions in which one or 
more active ingredients are surrounded by at least one layer, where at least part of at least one 
layer comprises a protein that has been crossllnked with (|). (2) a .connposition in which at least 
part of at least one layer surrounding ppe4Pf; more;a9tive ingredients comprises a protein that 
has been crossllnked with (I); (3) an isolated protein comprising at least one of amino acid 
sequences (IIHXIII): (a) G(S)(C)Q(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DT(L)(S) (b) EYP(C) 
APDNAA'NTK (c) GGTYSTVTQNPTLNR (d) DYNIMPGGGXVHR (e) ATGGTYSTVXAQN (f) 
APETENNAR (g) GPL(P)VNE{E)TTIEPLSFYNT (h) lYELSLQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI (i) 
DNVDDLSCTIIQR (j) VAPETENCAR (k) NVDVEYPCAPGNAA^NTK (I) GYPNAEY(S)LDF/ER. in 
which lysine lota -amino groups are optionally oxidized to aldehyde groups; and (4) a food or 
animal feed containing the composition of (2). 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmeldar emgereichten Unrterlagen entnominen 

(g) Wirkstoffzubereitungen sowie ein Verfahren zu deren Hersteliung 

@ Die voriiegende Erfindung betrifft Wirkstoffzubereitun- 
gen, bei denen ein oder mehrere Wirkstoffe von minde- 
stens einer Schicht oder Teiie einer Schicht aus einem 
Protein umgeben sind, das mit einem Enzym, ausgewahit 
aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidis- 
omerasen, Phenoioxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisul- 
fidreduktasen oder Sulfhydryloxidasen, quervernetzt 
wurde. 

AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Her- 
steliung von Wirkstoffzubereitungen, in denen ein oder 
mehrere Wirkstoffe von mindestens einer Schicht umge* 
ben sind, dadurch gekennzeichnet, da& mindestens eine 
der den oderdie Wirkstoffe umgebenden Schfchten oder 
Teiie dieser Schfchten aus einem Protein bestehen, das 
mit einem Enzym, ausgewahit aus der Gruppe der Lipoxy- 
genasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenoioxidasen, Ly- 
syloxidasen, Proteindisulfidreduktasen oder Sulfhydryl- 
oxidasen, quervernetzt wurde sowie die Verwendung der 
I genannten Enzyme zur Formulierung von Wirkstoffen. 
Weiterhin betrifft die Erfindung Lebensmittel, Futtermittel 
Oder pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend die er- 
findungsgemaRe Wirkstoffeubereitung sowte das Enzym 
Lysyloxidase. im Besonderen betrifft die Erfindung Trok- 
kenpulver, die Vitamine, Enzyme, Lebensmittel- und Fut- 
termittelzusatzstoffe, wie z. B. Carotinolde, enthalten. Au- 
fSerdem konnen noch verschiedene Zusatzstoffe einge- 
bettet setn. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriff t Wirkstoffeubereitungen, bei denen ein oder mebreie Wirkstoffe von mindestens ei- 
ner Schicht oder Teilen einer Schicht aus einem Protdn umgebea jsind, das mit cinemEn^^ ausgewahlt aus der Gruppe 
5 der Lipoxygenase!!, Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, lyrosinoxi- 
dasen oder Sulfhydryloxidasen querveraetzt wurde. 

AuBerdem betrifift die Erfindung ein Verfahren zur HersteUung von ^^^rkstofifeubereitungen, in denen dn od^ mehrere 
Wiikstoffe von mindestens einer Schicht umgeben sind, dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens eine der den oder die 
Wirkstoffe mngebendwi Schichten oder Tfeile diesor Scbichten aus dnem Protein bestehen, das mit einem Enzym ausge- 
10 wahlt aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidre- 
duktasen, lyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervemetzt wurde sowie die Verwendung der genannten Enzyme 
zur Fonnulierung von Wirkstoffen. 

Weiterhin betriflft die Erfindung Lebensmittel, Futtermittel oder pharmazeutische Zubereitungen enthaltend die erfin- 
dungsgemaBe Wirkstoffzubereitung sowie das Enzym Lysyloxidase. Im Besonderen betrilR die Erfindung Itockenpul- 
15 ver, die Vitamine, Enzyme, Lebensmittel- und FuttermittelzusatzstojBfe, wie z. B. Caiotinoide entfaalten. AuBerdem kon- 
nen gegebenenfalls noch verschiedene Zusatzstoffe eingebettet sein. 

Pulverfijnmge Wirkstoflfeubereitungen wie Vitamin- und Carotinoid-Praparate sind allgemein bekannt und werden in 
der phatmazeutischen Industrie sowie in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie in groBem Umfang verwendet In der 
Literatur werden viele Verfaiiren zur HersteUung geeigneter Praparate beschrieben. 
20 Zur HersteUung von pulva:fbrmigen Zubereitungen, in denen oxidationsempfindliche Stoffe wie oUosliche Vitamine 
Oder Carotinoide gegen oxidative Enfliisse geschfitzt werden sollen, werden verschiedene Herstellverfabren, insbeson- 
dere Spriihverf ahren beschrieben. 

In der deutschen Patentschrifl 10 35 319 wird beschrieben, wie eine Dispersion eines 51igen/\^tamins in einen hct&a 
tJberschuB von pulverfonniger S^ke mit einem geringen Feuchtegehalt (unter 8%) verspruht wird. Durch das trockene 
25 Starkepulver \^ den versprQhten Partikeln Wasser entzogen. Hierdurch erstarren sie, wobei eine groBe Menge der 
SV^e an der Oberflache der Partikel haften bleibt. AuBerdem muB der iiberschiissige Starkeanteil abgetrennt und an- 
schlieBend wieder dem ProzeB zugefuhrt werden. 

In der schweizerischen Patentschrift 488 455 wird daigelegt, daB als Puderungsmittel ein Gemisch aus anorganischen 
Substanzen eingesetzt wird, das aus wasserabweisenden und wasserabsorbierenden Substanzen besteht Hierdurch soil 
30 die Explosionsgef ahr, die durch die trockene, feinverteilte Starke besteht, vermieden werden. 

Aus der schweizerischen Patentschrifl 389 505 ist bekannt, daB die Dispersion des Wikstoffs in ein gekiihltes, gaaf5r- 
miges Medium verspriiht wird, in dem die versprOhten Partikel durch Abkiihlung.erstanren. FOr diesen ProzeB: werden - . 
Falihohen von bis zu 15 m benotigt, auBerd^ mfissen die Temperaturen-deutlich unter Raumtemperatur. gehalten w«r-c 
den. 

35 Eine weitere Methode zur Verfestigung der VCTspriihten Partikel kann auch durch Auffangen in einem Pulver, das.aus 
Metallsalzen hoherer Fettsauren besteht, erfolgen. Dieses Verfahren wird in der schweizerischen Patentschrift 431=252 
beschrieben. 

Eine alternative Methode zur HersteUung von wirkstoffhaltigen, stabilen Zubereitungen wird in der europaischen Pa-- 
tentschrift EP-A-0 618 001 beschrieben. Hier erfolgt die HersteEung der kugelfonnigen Partikel, die eine Einbettung des 

40 Wirkstofl^s in einem Gemisch aus verschiedenen Tragersubstanzen darstellen, indem man zunachst durch kontroUierte 
Teilung Kugelchen aus einer primaren Ol-in-Wasser-Emulsion bildet, die aus der Zugabe von Wirkstoffen, olformigen 
Stoffen, Proteinen und Wasser zum einem nicht mit Wasser mischbaren Losungsmittel besteht, und anschlieBend die er- 
haltenen Kugelchen abtrennt. Fiir die HersteUung der Kiigelchen ist ein spezielles Mischsystem erforderlich. Die hierbei 
erhaltenen Partikel werden anschlieBend mit einem Aldehyd, beispielsweise Acetaldehyd, Glutaraldehyd oder Glyoxal 

45 nachbehandelt, wodurch eine chemische Vemetzung, die sich auch in der Wasserunloslichkeit des erhaltenen Materials 
ausdriickt, und damit eine zusatzliche Stabilisierung des Wuiistoffs erreicht wird. 

In der amerikanischen Patentschrift 4 670 247 wird eine weitere Methode zur HersteUung von vemetzten Partikeln be- 
schrieben. Hierzu wird zunachst eine Emulsion, die im wesentlichen aus einem olloslichen Vitamin, einem Schutzkolloid 
wie z. B. Gelatine und einem reduzierenden Zucker besteht, durch einen Spriih- und ItocknungsprozeB in pulver^rmige 

50 Partikel iiberPahrt Diese Partikel werden ansdiUeBend in einem thermischen ProzeB bei Tfemperaturen zwischen 105 und 
180**Cbehandelt. In einer Maillard-Reaktion zwischen den Aminogruppen derProteine und den Qxo-Gruppen der redu- 
zierenden Zucker wmi dabei eine WasserunlosUchkeit der Trockenpulverpartikel erzielt, die durch eine Vemetzung der 
Matrixbestandteile erreicht wird. 

In EP 782883 werden eBbare Mikrokapseln beschrieben, die eine Kapselwand enthalten, die durch Aussalzen des Pro- 

55 teins mit einem eBbaren Salz und Vemetzung der Kapselwand mit Transglutaminase heigesteUt werden. Nachteilig bei 
dieser Methode ist, daB sie nicht breit anwendbar ist. So ist die Tiransglutaminase beispielsweise fiir Spriihformulierun- 
gen ungeeignet, da sie verspriihte und getrocknete Wirkstofformuliarungen nicht mehr richtig quervemetzten kann und 
so die Wirkstoffe wahrend der Lagerung schon einem verstarkten Abbau ausgesetzt sind Wartet man bis die Quervemet- 
zung durch die enzymatische Aktivitat abgeschlossen ist, so lassen sich die Formulierungen nicht mehr verspriihen. 

60 Wenn oxidationsempfindliche Verbindungen, in diesem Falle insbesondere fettlosliche Vitamine und Carotinoide, mit 
Luft in Kontakt kommen, erfolgt eine Umsetzung mit Sauerstoff, die zu einem \S^kstoffverlust durch Umsetzimg zu un- 
gewiinschten Verbindungen fuhrt. Um diese Oxidation zu verhindem, kann man zum Beispiel bestimmte Zusatze den 
Zubereitungen hinzufugen, die durch Umsetzung mit reaktiven Gruppen der Proteine diese wiederum weniger durchlas- 
sig fiir Sauerstoff machen und dadurch den Wirkstoffen einen stabilisierenden Schutz verleihen. Dies kann beispiels- 

65 weise dadurch geschehen, daB durch Umsetzimg von Proteinen mit reduzierenden Zuckem im Sinne einer Maillard-Re- 
aktion die Ldslichkeit der Proteine in Wasser verhindert wird. Weiterhin kann durch Umsetzung der Proteine mit Alde- 
hyden eine Vemetzung erreicht werden, die ebenfalls der Tragermatrix eine erhohte Stabihtat verleiht. 

Diese Verfahren zeigen jedoch bestinamte Nachteile, die es wianschenswert erscheinen lassen, nach verbesserten Sta- 
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bilisierungsverfahren zu JR. So bedeutet die Anwenchmg einer Mailto 

zierenden Zuckem in jedem Falle one thennische Belastung imd damit zunrind«t in emern genngen MaBe einea Abbau 
des Wirkstoffs AuBerdem neigen die Produkte zu einer brSnnlichen Farbung. Em Vfeifehren zur Fonnnherung von \Wrk- 
stoffenuberMaiUard-ReakdonistbeispielsweisederPateDtamnddungEP-A-0547 422zuento 

Yaa Nachteil bd der Verwendung von chemischen Agenden wie Aldehyden oder Sauren wie -ninmnsaure als Vemet- 
zungsmittel ist, daB zur \fenietzung hochreaktive und gesundheitiich nicht unbedenkliche Zusatzstoffe emgesetet wer- 
dra^Die Produkte. die nach diesen Verf ahren heigesteUt werden, findeo beim Verbraucher nur bedmgt unumschrankte 

^Siaher die Aufgabe der Erfindung an leichtes, kostengiinstiges, breit anwendbares Vferfahren zur Formolierung 
von ■WirkstofFenzuentwickeln, das die obengenanntenNachteile nicht aufweist • j „ 

Diese Aufgabe wurde dutch das erfindungsgemaBe \ferfahren zur HetsteUung von WirkstofeubMcitungen, in denen 
ein Oder mehrere Wirkstofife von mindestens einer Schicht umgeben sind. dadurch gekennzeichnet. daB mmdratens erne 
der den oder die Wirkstoffe umgebenden Schichten oder Teile dieser Schichten aus einem Protein bestehen, (^ nut ei- 
nem Enzym ausgewahlt aus der Gruppe der lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen. Phenoloxidasen und Peroxida- 
sen Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, lyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervemetzt wurde. gelos^. 

Die chemische Funkdon dieser Enzyme im Stoffwechselbzw. ihre chemische R^akhon ist beispiekweise den Schnf- 
len von Green etal. (Biochem. J. 1983.211,481-^93), KaganetaL (Am J.R*^ CeIIMoL^^^^^^ 
Haywood et al. (Biochem. J.. 1981. 199. 187-201) oderMatheis etaL g. Food Biochem. 11, 1987, 309-327) zu entneh- 

" Durch die vorteilhafte enzymalischen Vemetzung im erfindungsgemSBen Verfiihren wird sowohl einethernrische Be- 20 
lasting der Wirkstofife wie bei der thermischen Vemetzung der Protein/Zuckerschicht und ein danut verbundenes Biau- 
nOTd«WirkstoffiormuUenmgeniiber die MaUlardreakdonsowie die Verwendung reakdverchenuscherSubstM^ 

Aldehyde vermieden. Die Maillardreakdon bei der thermischen Vemetzung fOhrt zu ein« Verknfipfong von reduzieien- 
deo Zuckem mit den teien Aminogmppen der Protane oder sonsdgen frden Aminogruppen und damit zu ein«b tabi- 
Merune der WiikstoflformuHerongen. Ba der Verwendnng von chemischen Verbindungen zur Vemetnmg der Pioteme 
bilden sich Brucken zwischen den Aldehyden in der Kegel den Dialdehyden und den Aminogruppen der Proteme oder 
sonsdgen Aminogmppen aus. Im «findungsgemaBen Verfehren werfen die Protane direW beispielswme uber m den 
Proteiien oder Li?oproieinen vorhandenen Fettsaureresten, fiber Cyctein-CystanbrOcken (= Cysdnbmcken)^ber Mi- 
chaeladditionsprodukte oda: uber die Bildung von Aldehyden aus Lysin mit anscUieBender Vemetzung Ober fteie Ami- 

fahrt zu den neuen erfindungsgemSBen Wirkstoffzubeteitungen enthaltend nundestens eme einen oda mehrere 
Wirkstoffis umgebende Schicht oder Teile einer Schicht aus einem Protein, das mit emem Enzym ausgewahlt au^ der 
Gruppe der Upoxygenasen,Proteindisumdisomerasen, Phenoloxidasen und PeroMdasen, Lysyto^^^ 
drcdiLasen, lytos^cnddasai oder Sulfhydryloxidasen quervemetzt wurde. Diese erfindungsgemaBoi mkstofeube- 
reitungen weisen bei einer guten Stabilitat keinebrtunliche Farbung auf und enthalten keme chemischen AferneEeK 

Als Wirkstoffe im erfindungsgemaBen Verfehren oder in den erfindnngsgemafien WirkstoflErabereitungen smd pxinzi- 
piell aUe in der Pharmazie, Human- oder Tleremahmng verwendeten Wirkstofife geeignet Bevorzugte Wirkstoffe smd 
Vitamine, Enzyme, Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoffe. " . 

Unter Enzymen im erfindungsgemaBen Verfahren oder in den Wiikstoffeubereitungen smd als WiikstofFEn^me wie 
z B HydrolienwieAmidasen,Proteasen,lipasen,Esterasen,PhosphoUpasen,p-01ucosidasen,Amyksen.N^^ 
Maiinanasen,PhytasenoderXylanasen,'IW^6rasen wie Mediyltraniferasen Oder Aminotransfcr^ 
wie Ghicoseoxidase oder IsomaasMibaspielhaftzuverstehen. , . ^ j- • j e i u 

Insbesondere sind hydrophobe \Wrkstoffe bevorzugt, besonders bevorzugt solche, die leicht oxidirabar smd i>olctie 
sind die Vitamine der Gruppen A, D, E und K sowie deien Mschungai spezieU den Mischimgen mit Carotmoiden und/ 
oderXanUiophyllen. SiekonnenimRahmen dor Erfindung mFormvon Vitaminlosungenm Olen, akProvitaminesowie 
als reine Vitamine natiirhchen oder synthetischen Ursprungs eingesetzt werdai. Vba besonderem Into^sse sind Prapa- 
rate von Vitamin D3. Vitamin Ki, Vitamin A und dessen Derivaten, insbesondere von Vitaimn-A-Acetat, Vitamn-A-P^- 
mitat und Vitamin-A-Propionat sowie deren Mischungen. Auch die verschiedenen Vitamm E-Denvate wie Vitomm E- 
Acetat, Vitamin E-Pahnitat sind von Interesse. Bevorzugte Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoffe smd Caiotine, 
Xanthophylle und Carotinoide wie p-Carodn und wie z. B.: Astaxantiiin, Astacin, Bixin, Norbixm, Capsorubin, Viola- 
xanthinT Rubixandiin, Phbdoxantiiin, Apo-8'-carotinsaureefliylestei; Neurosporaxanthin, Citranaxanthin, Canthaxanton, 
Zeaxanlfain, B-Apo-4'-carotinal. p-Apo-8'-caiotinaL, p-Apol2'-carotin^ P-Apo-8'-caroUnsaure, Lutein. Capsanthm. 
Lycopin sowie Ester von hydroxy- und carboxyhaltigai Vertretan dieser Gruppe. z. B. die mederen Alkylester wie Me- 
thyl- oder Ethylester oder deren Nfischungen. . . ^ iu- 
Die Anteile an den WrkstofFen betragen in den erfindungsgemaBen Wiricstoffzubereitungen im atferaaanai etwa 1 bis 
75 Gew.-%, vorzugsweise 5 bis 50 Gew.-%, besonders bevorzugt 10 bis 35 Gew.-%, bezogen auf die Ttockenmasse der 

Die Anteile an Vitaminen oder Carotinoiden betragen im aUgemeinen etwa 5 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 
35 Gew.-%, bezogen auf die IVockenmasse der Pulver. ^ , . , , ^ 

Bevorzugt sind erfindungsgemaBe Verfahren, bei denen eine wirfcstoffhalUge Emulsion oder Dispersion in eine nut 60 
hydrophobieiter Kieselsaure beladene Atmosphare, die gegebenenfalls inertisiert sein kann, verspruht wird Die Atmo- 
sphare kann vorteilhaft auch mit einem anderen Puderungsmittel wie einem Mittel auf Basis ernes Kohlenhydrats wie 
Starke Oder modifizierter Starke beispielsweiseMaisstarkebeladen sein. ^ . . , .... 

AuBerdem sind Verfahren bevorzugt, bei denen nach dem Herstellen der Wirkstofizubereitung beispielswease uber 

Verspriihen getrocknet wird. Dabei wird bevorzugt bis zu einer Restfeuchte unter 10 Gew.-%, bevorzugt unter 6 Gew..% 65 

eetrocknet. Auch geringere Restfeuchten konnen eingesteUt werden. 

DieTfemperaturdeserfindungsgeii^enVerfahrenswirdimWesentiichenunter80**C,bevorzugtun^ 

Die Erandung betriffl auflerdem Wirkstoffeubereitungen erhaltlich nach einem erfindungsgemaBen Verfahren, und 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



3 



^ DE 198 40 489 A l ^ . 

S^^'^^nSt^SS,"' "^"^ 0,025-fachen bis 4-fachen Gewichtsant JEigUch Wirkstoff an Ttenmnittel 

^ Itennmittelgemischen enthalten. sowie Lebensmittel oder Futtennittd enthaltend eine solche Wirkstofeuberei- 

5 Ma^!^3^^'^fT* u hydtophobierte KieseMuren. MaisstSifce, durch cbemische Behandlung bydrophobierte 

d«re bevorzugt sind l^chungen ans mindestens einem dieser Tkennnuttel mit weiterenffilfestoffen wie anorEaiS^ 
Verbindungen, die als Qeitimttel wirken, wie zum Beispiel Neusilin* oder Zeolex® anorgamschen 

«n5?>4^''°°5^^^*'°'"^^^^"^^^S' derAnteilbeziigHcli Wirkstofifbevorzugt in einem Bereich zwischen 0025 

10 SeS 0 Xs'3^>,'''^T"^."*^'''° ^^''"^ ^ entspLhende Verbal^ b^SS^S 

10 schenO^und 2, besondersbevorzugt zwischen 0.5 und 15 uja» ucvw* ugi zwi 

sen^chf°^f J^^^^^ Wiikstoffeubereitungen sind erhatUch durch HersteUung einer Dispersion enthaltend im we- 
sentlichen diese Wukstoffe. einRotein und wdterelVager- uad FflllstoflFe z. B. aus der Grup£derKohIenhvdrate™S 

S^SS^lve^S^it- rj"'^? ste emmzym. das in derLage ist, auf verschiedene mise ProteimnolekiUe 
^^^c<^f^ veiknupfai Die hierdurch emachte Vfemetznng verieiht dem Protein und damit auch der Matrix, in dem 

aT^S!?? ^ ^ vennindcrte WasserlSsHchkeit und soniit eine erhohte StabiUtSt 

ba^pSS^rf^^^T'Sf !° ^^"^^^^ prinzipieU aUe Proteine verwendet werden. Bevorzugte vemetz- 

f^n wirtschaftlichen Griinden Gelatine, Kasein. Sqja-Pmtdn. Weizenprotdne. Mais-pS 

Bevorzugte vemetzbare Proteine sind aUe Formen von pflanzlichen oder tierischen Proteine wie Gelatine z B Kno- 
SaTfi,f ' R^f^^fl-ti'^-. F-chgelatine, MUchproteine. wie z. B. Kasein. Sqjaprotd^^li^p^S^;^e giSJ 

S!n^I^?f ^^^"J Gelatine zu verstehe^. egal, ob es sich urn SS- 

tinenhandeltoderumchemischmodifizierteDerivate. ai u um natumcne ueia- 

I'?^''iieHerstenungda:DispersionwirdbeidenierfilidungsgemaBenVerf TW 

~bii"^?ir*"""'^''^'^'^*'"^^ 

Die Gelatine verwendet man erfindungsgemSB in Mengen von 10 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 15 bis 40Gew-% 
"^v f •lu"': ^ auf dieltockemnasseder WukstoffzobereiUg 40Gew.-%. 

Vorteimaft werfen den ftoteinen zur mechanischen Stabilisierung Wfeichmach^ 

™ ^ Mamiit Oder Polyole wie Glycerin zugesetzt ^cjteralkohole 
om^rLeSSoSl? X's?^^^^^ 

fT^iT^^i ^^^-^^ Phenoloxidasen.(bevorzugt. E.C.-KIasse 1.14.) und Peroxidasen (bevorzust 

f fi^di^in ^y*yi«^^^^«^gt E.C;-Klasse 1.4.3). Proteindisulfidreduktasen (bevorzugt. E.SSLt 

^e^^ifw °. Prokaryonten wie grampositiven oder gram-negativen BaLrif ^X^i^ 

baktenea Bevorzugt werden als Enzym die Lysyloxidasen verschiedenen Ursprungs v^endet Besonders-^^o^rt 
Zifr H Hefen wie aus den Gattungen Candida. Hansenu£ PiLa. ^»Sl^ SpXS 

demna. oder Trigonopsis verwendet. Ganz besonders bevorzugt sind Lysyloxi<ksen am den Gattu^Sd S cS- 
C^Zn^"^ nemodendra. Candida boidinii. Candida Up^l^tica, Candida steatolyticJ^cin^da^lX 

scS^ tSlacS^^? nmmta, Hansenula polymorpha. Pichia pinus. Pichia pastoris. SpJroboCySrSmbi 

s'dfeT^S^rr^X'J^fr^ss?^^^^ 

neJ^SSKf ^ ^^^T^"^*^ von Pichia patoris laBt sich aus der ZellmaBe von Pichia pastoris Zellen iiber ei- 
scM^SSf i 1 ■ !! K '^^'^ ^^^o^n durchgetiihrt wurde. einer lonenaustauschchromatographie mit eiiii^- 
schheBMiden Moletolarsiebohromatographie und abschUeBender nochmaliger ronenaustauschchrS)i£raDhiel^ 
95%\^^ Wsschenia konnte die Lysyloiddase mit einer Rlinhdt von flbS ISTSSroS vJS^; 

95%. besonders bevorzugt von fiber 99% dargestellt werden. ucvw«ugi von uoer 

Die aufgereinigte Lysyloxidase wurde einer Proteinsequeriziwung nach Edman unterzogen Dabei wurde das N-termi 
mf^Z:^^-/^^.'''?.' ^•'^f^^y^^u mit-^psin erhalten wurdef. bes^tTSete2£^): 
Die Erfindung betnfll dannt em isohertes Protein, das mindestens eine der folgenden Sequenzen enthat 

eine aminoterminale Sequenz 
G(S)(QQ(C0KTNEKV]SI1EAPKPNI(C)DT(L)(S) 

Oder Teilsequenzen, die Peptiden des Proteins entsprechen. die nach einem Verdau mit TVypsin erhalten wuiden: 

60 EYP(C)APGVVYNTK 

GGTYSTVTQNPTLNR 

DYNIMPGGGXVHR 

ATGGTYSTVXAQN 

APETENNAR 
65 GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT 

lYELSLQEUAEYGSDDPNNQHTFYSDI 

DNVDDLSCmQR 

VAPETENCAR 
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und das die e-Aminogruppen des Lysins spezieU in einem Protein zu Aldehydgruppen oxidieren kann. Die Buchstaben 
Sd Sch^ into oS^enannien Sequin haben folgende Bedeutung: X ist eine unbekannte Annnosaure. d,e an 
^«?SStoniriStiLtiLertwerdrkonnte,die]Qanimemb^^^^^ 
SeSgebe^enLinoiaure.die,vahrscheinlichri^^^^^ 

temSSefdSAnrinosaurevordemSchrSgst^^^ 
SdieOxidationdere-AininogruppenkonimtesschHeBlichznrQuerve^ 

selben Proteins nuteinandervemetztwerfenkonnen Oder verschiede»erProtBine. t..-„i«,: 
Se SSdase (= PROmiN-LYSINE 6-OXIDASE, EC 1.4.3.13 oder LYSYL OXTOAS^^eU die Lysylon- 
dase von Rcbia pastoris ermogUcht die enzymatische Quervemetzung von Protemen, 
l5neverv«»ndetvriiADabeiwerdendiee-Aniinogruppender Lysine zuAldehydgm 

nTdann unter Bildung Schiff scher Basen mit den Aminogruppen anderen Lysine oder anderen &eien Aimnogruppen 
wSJS^Zino^ckemreagieren. Einbesonderer technischer Vorteil flir den Anwender ist die zeidiche Ttennung 
gSTSaktioiuenz, das heiBt, die Bildung der Aldehyde aus den e-Aminogiuppen der Lysine und 
Se ReSti^ der Aminogruppen mil den gebildeten Aldehyd^ppen ist zeitlich getrennt ^letet geg^^^^^^^ 
spielsweise der enzymathchen Quervemetzung mit Hilfc der Tiansglutannnase einen wesentlichen Fortschntt, da bei 
ErlSdon immer sofon die Vemetzung etfolgt und damit keine zeitUche Ttennung in der EnzymreakUon und der 
Vemlt^^^^^St. D^e zeitliche TVeiung fnnogUcht die vorteilhafte Verw«id™g «Jf -^y^^^^^^^ 
^"erfaten >S zum Baspiel die Herstellung von Wirkstoffzubereitungen iiber Spruhtrocknung oder dber ^ soge- 
^ SSerungsverfahren (siehe EP-A-0 065193). Bin wdterer Vorteil ist die UnbedenUichkeit der gd.ildeten 
^S^SrSSrlicher Bestandtdl des Bindegewebes sind (Abb. 1 nnd 2). Sie werden dort von emer Geweb^ 
Lysinoxidase erzeugt 25 
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Abb.l 

Bildung einer Aldolqueibrucke aus zwei Lysinseitenketten 
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sen Monomeren wie beis^Bweise Eudragit L30D-55 (Methacrylsaure : Ethylacrylat, 1 : 1) odex Eudra^t S (Metha- 
crylsaure • Methylmethacrylat, 1 : 2). Auch andere Monomere konnen in den Polymeren enthalten sern beipielsweise 
Monomere die cine positive Ladung mitbringen wie IHmethlyammonioethylmethacrylat, Polylysm oderPolyaUylamm. 
Je nach verwendetem Polymer oder Polymergemisch lassen sich mit Hilfe der erfindungsgemaBen Schichten hersteUen, 
die es vorteilhaft ennoglichen den oder die Wukstoffe so zu fonnulioren, daB sie gezielt am Wirkort freigesetzt werden 
konnen So lassen sich Schichten erzeugen die beispielsweise Magensaft-resistent sind, die sich im Dann anflosen, die 
sich gezielt im Magen auflosen, die durch das Pansenmileu mcht aufgelSst werden oder die bei Verbnngung m den Kor- 
per den Wirkstoff ^t nach einiger Zeit freigeben. In Putter- oder Nahnmgsmittehi kann der Wiricstoff so formuliert wer- 
den, daB er erst nach Au&ahme der Wirkstoffeubereitung in den K6rper freigesetzt wild, _c , 

Vorteilhaft wird der Wirkstoff oder die Wirkstoffe von dner oder mehreren iiber das ^dmigsgemaBe Verfahren 
quervemetzten Proteinschichten imigeben. , j t. 

Die die Wirkstoffzubereitungen enthaltenden Emulsionen werden vorteilhaft unter Verwendung von hydrophoben 
Trennmittehi wie hydrophobe Kieselsaure, natiirUche Starke, wie z. B. Maisstarke, hydrophobierte Starkedenvate, wie 
z B hydrophobierte Maisstarke, Salzrai von langkettigen Fettsauren oder Gemischen aus diesen Stoffen verspriiht Das 
Trennmittel kann aber auch in der Spriihkammer z. B. als hydrophobe Kiesekaurepartikel in Luft oder Inertgas (z. B. 
StickstofD vorgelegt werden. AnschlieBend erfolgt die TVocknung dear vorspruhtai Partikel gegeboienfalls nach Abtren- 
nung der TVennmittel, gegebenenfalls unter leichter Erwarmung bis 80^C, bevorzugt bis besonders bevorzugt bei 
Raumtemperatur, durch Behandlung in einem Luft- oder Schutzgasstrom. 

ZusatzHch zu den obligatorischen Bestandteilen werden der Dispersion nait Vortdl noch andere, bei der HersteUung 
von Wirkstofftrockenpulvem iibliche Verbindungen, zugefugt 
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Abb. 2 

Reaktfon der Lysinreste inU AUysin rur ScUffsciien Ba^ 
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PropylenglykolfettsaureesliPSteatoyl-2-Lactylat, Phosphorsaure oder PhytinSlte und deren Alkali- oder Erdaikali- 
salze, Oder aber Komplexbildnei; wie Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) oder Nitrilotriessigsaure (NTA). 

Haufig werden der Emulsion aber auch Feuchthaltemittel, wie Glycerin, Sorbitol, Polyvinylpyrrolidon oder Polyethy- 
lenglykole oder auch zusatzliche Emulgatoren, wie Lecithin, zugeftigt. 

Dariiberhinaus haben sich Zusatze wie Kohlenhydrate wie Zucker, Starke oder Starkedwivate insbesondere Mais- 5 
staike Oder Maltodextdn oder Dickungsmittel, wie Gummiarabicum, Guargummi, Traganth, AgarAgar, Carrageenan, 
Locust-Bean-Gum, Alginate, Pektine, Xanthan, Cuidlanundbestimmte abgebaute St&ken zur Einstellung der Viskositat 
der Emulsion als niitzlich erwiesen. 

Bezuglich naherer Details iiber Bedeutung, Art und Menge solcher Zusatze verweisen wir auf entsprechende Fachli- 
teratnr, beispielsweise auf die obengenannte Monographie "Fat-soluble Vitamins", VoL 9, insbesondere Seiten 128 bis lO 
133. 

Durch diese Zusatze werden die WirkstofiBoibereitangen vondlhaft stabilisiert und an die besonderen Darrachungs- 
bedingungen angepaflt tt n j 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens geht man beispielsweise so vor, daB man zur HersteUung oer 
die Wiricstoffe enthaltraden Dispersion Gelatine in beiBem Wasser (von 50 bis TO^'C) zur Losung bringt, zu dieser L6- 15 
sung die Zucker, die Aminoverbindungen, die Vitamine und/oder Carotinoide, Stabilisatoren und die anderen iiblichen 
Zusatzstoffe sowie ggf . noch zusatzlich Wasser addiert und das Ganze durch kraftiges Riihren bei ediohter Tfemjperatur 
dispergiert Fiir die im letzten Vararbeitungsschritt erf olgende enzymatische Vemetzung des Pulvers soUte die fatige Di- 
spersion in einempH-Bereich von 4 bis 10 vorliegen, welcher durch Zugabe von Basen, wie NaOH, KOH, Ca(0H)2, 
MgO, Soda Oder NH4OH oder durch Zugabe von basisch reagierenden Salzen wie Natriumacetat oder Na2HP04 einge- 20 
stellt werden kann. Die so hergestellte Dispersion kann nach iiblichen Methoden in ein trockenes Pulver iiberfuhrt wer- 
den beispielsweise durch Spruhtrocknung, Spriihgranulation oder sbnstige iibliche Itocknungsmethodai. 

Weitere Ausfiahrungsformen des erfindungsgemafien Verfahrens sind beispidsweise die Verwendung der enzymati- 
schen Quervemetzung bei den unterschiedlichen Mkronisierungsverfahren. 

In EP-B-0 065 193 wird beispielsweise ein Verfahren zur HersteUung von sehr feinverteilten freiflieBenden Pulvem 25 
der Carotmoide beschrieben, wobei das Carotinoid in einem fliichtigen, mit Wasser mischbaren organischem Losungs- 
mittel bei Temperaturen zwischen 50°C und 200'*C, gegebenenfalls unter erhohtem Druck, innerhalb einer Zeit von we- 
niger als 10 Sekunden gelost wird imd anschlieBend die so erhaltene molekulardisperse Losung sofort durch schnelles 
Mischen mit einer waBrigen Losung eines quellbaren Kolloids bei Temperaturraa zwischen 0**C und SO'^C der Vi^kstoff 
in kolloiddisperser Form ausfallt. Die Dispersion wird anschlieBend vom Losungsmittel und dem Disp€a:giermedium in 30 
iiblicher Weise befreit. Als quellbare Kolioide werden Proteine verwendet. Diese kSnnen durch Zugabe der oben genann- 
ten Enzyme im erfindungsgemafien Verfahren quervemetzt werden. Vorteilhafterwdse werden die Enzyme der waBrigen 
Mikronisattosung vor dem Trocknungsschritt zugesetzt, damit geniigend reaktive Gnippen fur die Vemetzung hergestellt 
werden, bevor die Trocknung erfolgt. Weitere Angaben zum Verfahren sind EP-B-0 065 1 93 zu entnehmen. 

EP-B-O 410 236 beschreibt ein weiteres Verfahren zur HersteUung einer koUoid-dispersen Carotinoidpraparation, wo- 35 
bei dne Suspension eines Carotinoides in einem hochsiedraiden Ol wahrend einer Zeitdauer von hochstens 30 Sekunden 
mit iiberhitztem Wasserdaii5)f in Kontakt gebracht wird. Anstelle des Ols fiir das Losen der Carotinoide konnen auch or- 
ganische Losungsmittel wie Chloroform, Methylenchlorid, Tetrachlorkohlenstoff odo: Trichlorethylen yerwendet wer- 
den (siehe DE/OS 12 11 911). AnschlieBend wird das erhaltene Gemisch mit ehier waBrigen Losung eines Schutzkol- 
loids emulgiert und die Emulsion danach verspriiht und getrocknet. Auch hier werden als Schutzkolloide Proteine ver- 40 
wendet, die im erfindungsgemaBen Verfahren iiber die Zugabe der genannten Enzyme vor dem Vermischen und Vorsprtt- 
hen quervanetzt werden konnen. Weitere Angaben zum Verfahren sind EP-B-0 410 236 zu entnehmen. 

EP-B-0 498 824 beschreibt ein zusatzliches vorteilhaftes Verfahren zur HersteUung von mikrodispersen Wrkstoffzu- 
bordtungen. Dabei wird als Wirkstoff ein Carotinoid in Gegenwart eines Schutzkoiloides beispielsweise eines Proteins 
wie Gelatine gemahlen und die gebildete Suspension anschlieBend getrocknet 45 

Durch Zusatz der im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Enzyme lassen sich die Proteine vorteilhaft vemct- 
zen und die Wirkstofizubereitung stabilisieren. Nahre Angaben zum Herstellverfahren sind der genannten Patentschrifl 
und WO 94/1 941 1 zu «itnehmen. 

Die anschliefiende Weiterverarbeitung der Dispersion zu den erfindungsgemaBen Pulvem kann nach alien literaturbe- 
karmten Verfahren erfolgen. 50 

Wegen der gewunschten Komverteilung der Pulver (0,1 bis 0,6 mm Durchmesser) werden solche Verfahren bevor- 
zugt, bei denen Vorkehrungen getroffen werden, daB die gelierten TrSpfchen dra: Dispersion voneinander getrennt blei- 
ben, bis sich ihre Form stabilisiert hat. 

Genannt seien beispielsweise das Verfahren gemafi EP-Bl-74050, bei dem die Disperaon in hydrophobe Kieselsaure 
Oder ein Metallsalz einer hoheren Fettsaure verspriiht wird oder aber das Verfahren gemaB EP-Bl 285 682, bei dem die 55 
Dispersion in Staricepulver verspriiht wird, Es hat sich erwiesen, dafi insbesondere bei \ferfahren, die fur Zubereitungen 
mit Gelatine-Gehalten unter 35 Gew.-% eingesetzt werden, die Verspriihung mit hydrophobierten Kieselsauren als Pu- 
dermittel besonders vorteilhaft durchfiihrbar ist. 

Die nach den beschriebenen Vaf ahren erzeugten Pulver besitzen nach dem Trocknen einen Wassergehalt von weniger 
als 10%, normalerweise weniger als 6%. Die so erhaltenen pulverformigen Praparate bestehen aus Teilchen mit gut aus- 60 
gebildeter Oberflache. Sie losen sich in warmem Wasser von ca. 40°C rasch zu einer milchigen Dispersion. 

Die erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen eignen sich vorteilhaft zur HersteUung pharmazeufischer Zubereitun- 
gen, sowie zur HersteUung von Lebensmittel und FuttermitteL 

65 
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Beispiele 



Beispiel 1 

5 Herstellung der Lysyloxidase mit Rchia pastotis - Lu 583 - 

Der Stamm wurde auf YM-Agar kultiviert: 

3 g/1 Malt Extract Difco 
5 gA Pepton Difco 
3 g/1 Yeast Extract Difco 
20g/l Agar Difco 

15 Die Flatten wurden bei fiir 48 h bebriitet und and danach bei 45°C fiir mindestens 4 Wochen haltbat 

Voikultur und Fennentationsniediiun 

10 g/l Glucose (30 min, bei 121^*0 autoklavieren) 
20 separat ansetzen und 30 min bei 121 ""C autoklavieren: 

0.2 g/l Magnesiumsulfat x 7 H2O 

3 .0 g/l Kaliumdihydrogenphosphat 

0.2 ml/l Salzldsung nach Vishniac & Santer* 

25 

separat ansetzen und sterilfiltiieren: 

10 ml/l Vitaminlosung nach Lodder** 

30 Die Mediumsbestandteile werden nach der Sterilisation vereinigt 

* Rezeptur der Salzldsung. Nach Vishniac & Santer - 

SOg/lTLtriplexIII 
35 22 g/l Zinksulfatx 7 H2O 
5 .54 g/1 Caldumchlorid 
5.06 g/1 Manganchlorid X 4 H2O 
4.99 g/l Eisensulfat x 7 H2O 

1 .1 g/l Ammoniumheptamolybdat x 4 H2O 
40 1 .57 g/1 Kupfersulfat x 5 H2O 

1.61 gA Cobaltchlorid x 6 H2O 



mit KOH auf pH 6.0 einstellen 
45 * * Rezeptur der VitaminlSsung nach Lodder 

20 fig/l Biotin 

20 000 Mg/1 Ca-pantoth«iat 

2 pg/l Folsaure 
50 lOOOOpg/lInositol 

200 fig/1 p-Axninobezoesaure 

400 lig/l Niacin (Nicotinsaure) 

400 fig/l Pyridoxinhydrochloiid 

200 pg/l Riboflavin 
55 400jug/lThiaminhydrochlorid 

Vorkultur 

Fur einen 10 l-Fermenter wurden 2 x 250 ml Vorkultur (= VK) im 1 1-Erlenmeyerkolben (= EMK) mit ieweils 3^ Pla- 
60 tinosen Lu 583 beimpfi und 24 h bei 28°C und 200 Upm inkubiert. 



Hauptkultur 

Ansatz im 10 l-Infors-Fermenter mit folgenden Bedingungen: 
Temperatur: 28°C 

Beliiftung: 51/inin. uberRingbegasung 
Drehzahl: 400 Upm. 
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Fennenteibestticlaing: 3 j^Rdardrtthiblatter sowie jangebaute WeUenbrecheT 

Vor dem Start der Fennentation wurde durch die Zugabe von 50%iger (VAO n-Butyhninl^nng in V&sser der pH auf 
ca70eingesteULAnschlieBendwurdederFennenterimt2 x 250MVork«iturbeimpftD^ 

Sto 2S h Der Zeitpunkt des Fermentationsendes wurde Uber die Bestinmiung der OD bei 600 nin fe^etegt Die 
SeSderFermi^roben wurde dabeigegenLuftgemessenundso 
Aktivitat des Enzyms schnell ab. 

Auferbeitung 

Der Fermenterinhalt wurde in einer Hereaus Cryofuge 8000 bei 45*^ und SOOOUpm (entspricht ca. 9500 x g) 20 min. 
zentrifugiert Die gesamte Biofeuchtmasse wurde in 250 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer gewaschen und emeut zen- 
trifugiert Die Zellmasse kann bei -15°C im Tiefkiihlschrank gelagert werden. 

Zellanf schluB und Messung der Lysyloxidase 

Die Biofeuchtmasse (100 ml) wuide mil 100 ml Glasperien (Durchmesser 0^ mm) in der KugelmiiUe unter Eisk^i. 
lung 30 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro Minute zerkleinert. Das Homogenat wurde ^ber Gaze filbert und dann ftr 
10 Minuten bei 10 000 rpm und 4^C zentrifugiert Die Aktivitat des t)berstandes wurde durch anen HPLC-Test ermit- 
telt Die Lysyloxidase wandelt Benzylamin in Benzaldehyd urn (Detektion bd 250 mn). Die Menge an entstandenem 
Benzaldehyd wurde iiber eine Hchkurve ennittelt 



Laufbedingungen 



Puffer A: Wasser, 0,1% TFA 
Puffer B: Acetonitril, 0,1% TFA 



10 



IS 



20 



25 



0 Minuten 40% B 
6 Minuten 70% B 
6,1 Minuten 100% B 
6,5 Minuten 100% B 
RuBlml/min 

6,5-9 min zuriick auf 40% B, HuB 1,5 ml/min 

Die Lysyloxidase enthaltenden tTberstSnde von 7 X 10 1 Fecmentcm wurden gesammelt und vereinigt Es ergab sich 
eine Aktivitat von 125,5 UA in 1, 8 L 

Beispiel 2 

Markierung der Gelatine mit Ruoreszenzfarbstoffen und Quervemetzung der Gelatine durch die Lysyloxidase 

Gelatine (10 g) wurde in 50 mM Natiiumbora^uffer pH 9,0 gelost Der pH wurde kontromen u^^ mit 0,5 M NaHCOa 
nachgestellt: Die Ruoreszenzfarbstoffe Cy-5 oder Bodipy 63Q/650^X, SE) wurden in 5 n^ DMSO (= I>-«-^^£f^^ 
gelost und in einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 100 denProtdnen zugesetzt. Wahrend 16 Stui^en bei Raum emperator 
LnertendieSuccinimidylesterderFarbstofifemitdenfteienAminognippender 

dami 5 mal gegen groBe Volumina 20 mM Natriumphosphatpuffer mit 0,01% Azid dialysiert und bei -20 Grad Celsius 
als l%ieeProteinlosung gelagert t i 

In einem 4 1-Ruhrkolben wurden in 1800 ml einer Losung, bestehend aus vereinigten Dberstanden von Lysyloxidase- 
Feimentationslosungen (ZH 29303/5; 125,5 U/1) bei AO^C 454 g Gelatine A 100 Bloom durch ^f^^ m Losung ge- 
bracht. Dazu wurde mit Bodipy dotierte Gelatine (siehe oben) gegeben. Der gesamte Ansatz wurde 48 h bei 40 C ge- 
ruhrt, wobei der Kolben nicht geschlossen wurde, urn einen dauemden Lufizutritt und damit den Zutntt von S auerstoff zu 

wunien aus der Ldsung in den angegebenen zeitlichen Abstanden Proben a 300 g entnommen: 

Probe 1 : sofort nach Beginn des Versuchs 

Probe 2: nach 2 Std. 

Probe 3: nach 5 Std. 

Probe 4: nach 24 Std. 

Probe 5: nach 29 Std. 

Probe 6: nach 48 Std. 

Die Proben wurden wie folgt aufgearbeitet 

a) 200 e wurden mit einer Einstoffduse direkt in eine Wolke aus hydrophobierter Kieselsaure (Sipemat D 17) zu 
Partikeln von ca. 200 |im Durchmesser verspriiht Das erhaltene feuchte Produkt wurde geteilt; erne Halfte wurde 
bei Raumtemperanar und die andere bei 80°Cjeweils auf einer NutscheimLuftstromgetroc^^ 

b) DierestHchen lOOg wurden nach Zusatz von Vitamin A. Isosweet und Maisstarke nach Ememulgierung d^^ 
Phase mit einem Ultraturrax-Gerat in gleicher Weise verspriiht und durch Trocknung des Spriihproduktes bei Raum- 
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temperatur in ein Tiockenpulver umgewandelt Diese Ptodukte batten etwa foRnde Zusammensetzung: 

25% Vitamin A-Acetat stab, mit Etboxyquin vind BHT 
30% Gelatine A 100 Bloom 
5 25% MaisstSike 

15%Isosweet ■ 

Rest Wasser + Sip»nat D 17 + Restc aus FermentatiOTsriickstand 



" BeisinelS 

Messung der Quervemetzung dutch Hnoreszenz-Konelations-Spektroskopie (=FCS) 

Die FCS isteine Methode, die auf der Anzablfluktuations-Spelrtrosfcopie beruht. Mit der FCS konnen Diffusionskoef- 
fizienten und Anahmonzentrationen fluoresziensnde^ 
und2zeigendenA,tfbau ein^rcS-Apparaturm^^ 

objektiv m ein sehr klemes Wumen einer fliissigen Probe fokussiert und die darin angeregte Huoresz^nz s^el 
JiS' T PCS,^PP^i^- fokussierte Laserstrahl und die konfokalen Blendtn defiSS^ e^ Snes 

Fig. 2: (= ^zahlfluktuationen im Beobachtongsvolumen fiihren za Huktuationen des FCS-Signals Ift) Aus der Au- 
toko^lationstoktion G(t) des FCS-Signals komien die mittlere \ferwedlzeit x (= mittlere £J & SArion liJes 

proportional zurOroBe der fluoreszierendHiMolekttle. w lucu. v lii aueia 

scSL'Sil^TOfS^' ^'^"^ ""^ ^^'^'S^ '^^^''^^ Die Teilchenzahl im Vblumen 

n2^1^^w2?^!° standigum emen imttleren Wert N. Damit schwanktauch dieHuoreszenzintensitatI(t) Z2 
SSSTd^^A^ til' ^^^'J'^r die Diffiudonszeit T (proportional ^ Mo£- 

JaUgroBe)unddieAnzahlkonzmtratiQnderflnoreszierBndenMoldculeberechnet(sieheFig.l). "moie- 

Bestimmang derMolekulargewichte dnrch Gel-Pfcnneations-Chromatographie (GPC) 

Die Bestinunung der MolekulaigewichtsverteUmig (MGV) erf olgte mittels GPC; Die.wichtigsten Versuchsparameten 

Saule: TSK Gel, 4000 SWXL, 250 • 4 mm 
Lanfinittel: 0,01 M NaH2P04. 0,1 M Na2S04, 1 % SDS 
pH: 5,3 

Temperatur 30°C 
FluB: 0,5 ml/min 

Detekdon: UV-Spektrameter, 220 nm 

,nSy,?°''TT^^^'^^ ^''^^^^e"^ 0,5 g Substanz in 100 ml Lanfinittel fur 15 min bei T = 60°C geruhrt Die 
rates injiziert (ca. 20^). Mcht wasSerlSsliche Gelatin^Bestandteile konnten nicht detektiert werdea 
1 T^^f^'®,^^^^?^ Methode das Intensitat^^^^ (MaB fur die Konzentration^ 

alsRinkh<mderEhitionszeitBeiderGPCw 

leMe mit groBem rH werden dabei schneller eluiert als Molekiile mit kleinem rH ^ 

r J^!I'^'°?^'^1fT/^?^i^''f '•'^t^^^^^''™ P"U"lstandards) konnte ausdenHutionsdiagrammenMGVbe- 
rechnet werden [sieheM D. Lechner, K. GehrkeundE. H. Nordmeier, in: •Makromolekulare Chemii^^itelJs 6 1 

tB oo log(M) (1) 

.r^^' ^r^A ''t** «ner Auflragung von vs. log(M) die Daten jedoch mit einem Polynom dritten Grades be- 
sctoeiben. Aus der Inversen dieses Polynoms konnen aus den Gelatine-Elutionszeiten Gelatine-MolekulaiJewShSE 
redmet werden Die so erhaltenen Molekulargewichte sind somit keine absoluten Gelatine-MoldSSeS^JS «^ 
din ^.^t^'rj^'^'' ^"'^^^ ^^S^'^'^ ^^^'i^" Molekulaigewichte (bezogen z7ZSSyTZ^. 

nS-Tm w""? ^' ff""" l-^^hten. aufgrund der zur Verfiigung ^henden PuIIulsLdards^e mL^Te 
nur im Bereich von 12 nun < t < 25 mm (= 1{? g/mol < MG < 10^ gAnol) sinnvoll in die entsprechenden MoleSS! 

vs log(M)) die Hache nnter der Kurve der untersuchten Substanzmenge proportional. Die ElutionsdiaHramme 
auf geiche Ge^achen noimiert, so daB die Flachen unter den KurvL 

duekt mitemander verglichen werden konnten. jcwciugen auosianzmengen - 

Folgende Beobachtungen wurden gemacht Mit zmiehmender Dauer der Inkubation der markierten Gelatine mit der 

tTT- J gleichzeiug nahm die Intensitat (I,kcps) derHuoreszenz ab (Ibbelle 1. Fig. 3) 
beotSSt I^^bationszeit eine Abnahme der hochmolek4ei Gelatin.Anteile 
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Durch die Inkubation dRlatine mit Lysyloxidase wurde die Gelatine v^-jet^t Diese vemetetenA^tdte komt^ 
Wasser nicht mehr voUstandig gelost werden. sondem lagen als gequoUene Gelpartikel vor Bei der PCS- und (^-^ 

'^'^S^ehinender lukubationszeit der Gelatine verschwanden bevorzugt die hochmoleknlaren Gelatin^Anteile aus 
demmSTDfes bSeutet, daB gerade die hochmolekularen Gelatine Anteil^ 

J roffSTAS staSischen GriLden ist dieses Verhalten durchaus sinnvoll. Daniberhinaus konnte aber auch eme 
molekularEewichtsabhangige VerteUung der Lysingruppai fOr diesen Befiind mit verantwortlich sem. ^ , . 

SltaSe vrrii^h FCS-M«sungen israk Abnabme des Moleknlargewichts m interpretoen nnd konnte 
d^h Ge^S^Jtions-Chromatographie dkekt gezeigt werden. Die Abnahme der IntenritSt ist auf die Abnahme der 
J^iifluS^nter TeUchen imCstan^ 
^SfGSSeUmt hohererWahrscben^^^^ 
kiSeda^ dSch dieWirkungder Lysyloridase entstandeneNetzwerkbesser verlassenals unvemetzte. groBe Oelatinemo- 

lekule.dieimunlSslichen'Ifeazuriickbleiben. , . ^ . • u j„ -Zow ««« Ailv 

Daiit konnte gezeigt werden. daB durch die Lysyloxidase eine fOr eine Quervemetzung ausreichende Zahl von Ally- 
sinen und spStor SchifPsche Basea gebildet werdrai. 

6eispiel4 

Nachweis der Quervemetzung durch einen schneUen, paraUelisierbaren Tbst in Mkrotiterplatten 

Gelatine wurde nut 1 nMfl N-Hydroxysuccinindd aktiviertem Biotin bei P" i° «»f ^^^^^^P^^^.^^^^ 
anSueBend gegen «nen 20 niM Phosphatpuffer pH 7.4 mehrfach dialysiert. Die Fahigkei ^er so mo Jfi«^e^^^ 
tine Avidin oder Streptavidin zu binden, konnte in \forversuchen gezeigt werden. 10 und 100 mg/ml Gektoe binden 
Sch moS-MoSifikation an die nut Sn modifizierte Oberflache eines Biacore^ensorchips. Nicht modifizierte Oe- 
latine wurde nicht an diese Oberflache gebunden. 

Testprinzip und Durchfiihrung 

Gelatine wuide an die Oberflache von Mikrotiteiplatten adsorbiert Danach wurde Biotin-mar^erte Gelatine md die 
Quov^tzende Substanzmnzym zugefugt. Adsorbierte Gelatine wunie nut biotinyherter Gelatme vemetzt. Nach ei- 
n^i^SwichrittWdeieBiotinyUenmg durch einen Streptavidin-P«^^^ 

^4 ™er l%igen Gelatineiesung in 0,1 M NaHCOs, pH 9,2 wurde fflr 3 Stunden bei Rauntfemperatur an NUNC 
M^iS^ EUsaplat^n adsorbiert Danach wurde dn^imd init PBS. 0,05% 

DanaS wmdebiotinyUerte Gelatine und in verscMedenenKonzentnUionenQuervernetzer^ge^^^^ 
eineSspSernut5nMDTrund0.1%TV.een20dnrchgefBhrtDieMikrotiterpte^ 
Sei^ZeitenbeiverscWedenenTemperatureninkubiertD^^ 

'"i^SSS^tt^itavidin-PeroxidasederF lOOOOinEBS. 0.1%lVeen20verdtinntu^ 

1 STro Well SS'en. ^wurde emeut 30 Minuten bei Raumten^eratur (ca. 23;0 ^^^^^""^^^^^^^Z 
wSchritt wurfra 0.015 ndReaktionsgemisch (0,1 ml 42 n>M Tetramethylbenndm in DMSO 10 ml 0.1 M Nat^m- 
S?;K9 SSeLaure eingestdlt) zugegeben- Es bildete sich eine b^ue FarblSsung im I^ufe d^ 
Die ReLtiok wurde nach 5 Minuten mit 0,1 ml 2 M Schwefelsaure gestoppt Die blaue Farbe wurde dabei gelb. An- 
schlieBend wfolgte die Messung der Absorption bei 450 nm. 

Beis^el5 
Rnnigung der Lysyloxidase 
Homogenisation 

Die ZeUen von Pichia pastoris (ca. 18 ml) wurden nach Lagerung bei -20 GradC aufptaut undmtPufifer A (20 n^ 
Na^umphosphat. 1 mM Ethanolamin, pH 7.0 auf 50 ml verdtont Es wurden 50 ml Glasperlen. Durchmesser 04 nm^ 
™eS u^d 30 Minuten bei 5000 U/^ unter Kfi^^^ 
filtriert Das Rltrat wurde 10 Minuten bei 8000 ipm und 4 Grad C zentrifugierL 

lonenaustauschchromatograpMe 

Der Oberstand wurde mit NaOH auf pH 7,0 «neut eingestellt und auf eine Q-Sepharose aufgetragen (Q-Sephaiose 
Fa?Aow,Pharmacia,Durchmesser5criH6hel3cm,Volumen250ml).NachdemA^^ 

540 ml) wurde mit 600 ml Puffer A gewaschen. Die SSule wurde mit emem hnearem Gradient von 1 1 Puffer A und 11 
Puffer B (wie Puffer A mit 1 M NaQ) eluiert Die aktiven Fraktionen wurden gesannnelt. 

Molekularsiebchromatographie 

Die Wertfraktion wurde nach Konzentrierung uber einen 10 kDa-Omega-Filier auf einer prap^^^ ^S^^M^Sf 
(PhSnacia, Durchmesser 2,6 cm, Lange 60 cm Volumen 320 ml) in 20 mM Natnumphosphatpuffer, 150 mM NaCI, 
1 mM Ethanolamin, pH 7,5 getrennt HuB 3 mlMinute. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt. 
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Folgende Sequenzen wurden erhalten: 



Aminotenninale Sequenz 
G(S)(QQ(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DTa)(S) 



imS^G^^^ des Proteins enteprechen, dienach einem Verdau xnit Tiypsin erhalten warden: 

15 GGTYSTVTQNPTLNR 
DYNIMPGGGXVHR 
ATGGTYSTVXAQN 
APETENNAR 

GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNr 
20 rm^TQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI 
DNVDDLSCniQR 
VAPETENCAR 

NVDVEYPCAPGWYNTK 
GYPNAEY(S)LDF/ER 

25 



3D 
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TabeUe 1 



Manuel le Messungen 










Ifd Nr. 


Zeit 


Sek. 


Beta 


N 


Tau, |is 


X , Jccps 
















66 


Oh 


61348 


0, 190 


5,3 


456, 2 




67 




61414 


0, 204 


4,9 


452,9 


211,3 


68 




61480 


0, 210 


A O 

4, 8 






69 


Oh 


61562 


0, 172 


5, 8 


455, o 


n A ft *3 


70 




61628 


0, 180 


5, 6 


4d0, S 


o 1 n 1 


71 




61696 


0, 186 


5,4 


456, 5 




72 


2h 


61780 


0, 262 


3, 8 


469/ 2 


164 , 0 


73 




61846 


0 , 282 


3, 5 


4do, 4 




74 




61912 


0, 288 


3, 5 


463 , 0 


lb2 , 2 


75 


2h 


62074 


0, 314 


3,2 


477, 0 


139, 7 


76 




62140 


0,335 


3,0 


474, 6 


133 , 8 


77 




62206 


0,338 


3. 0 


469, 6 


129, 1 


78 


24h 


62354 


0^295 


3,4 


345, 2 


153 , 4 


79 




62420 


0, 309 


3,2 


358, 3 


147 , 8 


80 




62486 


0,315 


3,2 


346, 9 


145, 6 


81 


24h 


62588 


0, 281 


3, 6 


361, 3 


left 1 

159, 1 


82 




62654 


0,288 


3,5 


353, 1 


153, 8 


83 




62720 


0,292 


3,4 


358, 0 


153 , 3 


84 


29h 


62840 


0, 324 


3,1 


337, 0 


138, 8 


85 




62906 


0,335 


3, 0 


339/ 7 


133/ 1 


86 




62972 


0,340 


2,9 


338/ 0 


131, 7 


87 


29h 


63124 


0,294 


3,4 


356,0 


151, 6 


88 




63190 


0,314 


3,2 


347, 4 


141, 9 


89 




63256 


0,325 


3,1 


345, 1 


139, 5 


90 


48h 


63334 


0, 559 


1,8 


288/ 2 


84,7 


91 




63400 


0, 574 


1,7 


292, 5 


83, 6 


92 




63466 


0, 570 


1,8 


288, 1 


83 , 9 


93 


48h 


63544 


0, 441 


2,3 


292, 8 


104, 4 


94 




63610 


0, 458 


2,2 


299, 6 


102 , 1 


95 




63676 


0, 460 


2,2 


296, 5 


100, 2 
















96 


Bodipy 


63750 


4,292 


0,2 


99, 5 


9,5 


97 




63816 


4, 669 


0,2 


98, 5 


8,9 


98 




63882 


4, 582 


0,2 


102,1 


8,8 



Tkbelle 2 



Zeit 


Probei±>ezeichnxing 


Mn [g/mol] 


Ifi* I g/mol] 


Polyd. (D) 












0 h 


63/192-1 


35000 


149000 


4,26 


2 h 


63/192-2 


35000 


145000 


4.13 


24 h 


63 /192-4 


21000 


39000 


1.86 


29 h 


63/192-5 


20000 


35000 


1,76 


48 h 


63/192-6 


17000 


28000 


1,66 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffzubereitungen, in denen ein oder mehrere Wirkstoffe von mindestens ei- 
ner Schicht umgeben sind, daduich gekennzeichnet, dafi mindestens eine der den oder die li^^kstoffe umgebenden 
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Schichten oderTeile dieser Schichten aus einemProtein bestehen, das mit eineSrenzym ausgewahlt aus der Gruppe 
der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phoaoloxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidre- 
duktasen, lyrosiaoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervemetzt wurde. 

2. Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffeubereitungen nach Anspruch 1, dadiirch gekennzeichnei, daB der oder 
die Wirkstoffe oder ein oder mehrere mit mindestens einer Schicht umgebende Wirkstoffe in Losung mit vemetz- 
barem Protein und Enzym zur Beschichtung gemischt wird, wobei das Gewichtsverhaltnis zwischea WukstofFund 
Protein zwischen 1 zu 100 imd 5 zu 1 liegt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff Vitamine, Enzyme, Lebensmittel- 
zosatzstofife oder Futtermittelzusatzstoffe verwendet werden. 

4. \ferfahren nach den Anspnichen 1 bis 3, daduich gekennzeichnet, daB der 'S\^toff hydrophob ist. 

5. Verfahren nach den Anspnichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB ein vemetzbares Protein ausgewahlt aus 
der Gruppe Gelatine, Kasein, Sojaprotein, Weizenprotein, Maisprotein oder Kollagen verwendet wird. 

6. Verfahren nach den Anspnichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB dn aus Mikroorganismen gewamenes En- 
zym verwendet wird. 

7. Verfahren nach den Anspnichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Quervemetzung mit dem EnzymLy- 
syloxidase durchgeftUirt wird. 

8. Verfahren nach den AnsprGchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens einen Wbckstoff mit einer 
waBiigen Losung aus vemetzbarem Protein und Enzym durchmischt und verspriiht. 

9. \ferfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB in einer mit hydiophober Kiesels^ure, Maisst&ke oder 
hydrophobierte Maisstaike beladenen Atmosphare verspriiht wird. 

10. Verfahren nach den Anspnichen 1 bis 9, dadurch gekennzdchnet, daB die Wiikstofifeuberdtung bis zu einer 
Restfeuchte unter 10 Gew.-% getrocknet wird. 

1 1 . Verfahren nach den Anspnichen 1 bis 10, dadurch gefcamzeichnet, daB die Temperatur bei der Herstellung der 
Wirkstoffzuboreitung im Wesentlichen unter 80**C gdialten wird. 

12. Wirkstofizubereitung erhaltlich nach einem Verfahren gemaB den Anspnichen 1 bis 11. 

13. Wirkstoffzubereitung enthaltend mindestens eine einen oder mehrere \^kstoffe umgebende Schicht oder Tfeile 
einer Schicht aus einem Protem, das mit einem Enzym ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindis- 
ulfidisomerasen, Phenoloxidasen und Peroxidasen, lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, lyrosinoxidasen oder 
Sulfhydryloxidasen quervemetzt wurde. 

14. Wirkstoffzubereitung nach Anspruch 13, wobei die Wiikstoffe ausgewahlt sind aus der Gruppe: 
Carotinoide 

Xanthophylle 
MtaminA 
Vitamin E 
MtaminDs 
Vitamin Ki 

15. Whkstoffzubereitung nach Anspruch 13 oder 14, die den 0,025-fachen bis4-fachen.Gewichtsanteil bezugUch.: 
Wirkstoff an Trennmittel oder Trennmittelgemischen enthalt; 

16. Wirkstoffzubereitung nach den Anspnichen 13 bis 15, wobei der Wirkstoflfgehalt in der Wirkstoffeubereitung 

zwischen 1 bis 75 Gew.-% liegt. 

17. Ein isolienes Protein, das mindestens eine der folgenden Aminosauresequenzen enthalt 
G(S)(QQ(C)KTI>ffiKVNIEAPKPNI(C)DT(L)(S) 

EYPCQAPGWYNTK 

GGTYSTVTQNPTLNR 

DYNEMPGGGXVHR 

ATGGTYSTVXAQN 

APETENNAR 

GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT 

IYELSLQELL^lEYGSDDPNNQHTFYSDI 

DNVDDLSCIUQR 

VAPETENCAR 

NVDVEYPCAPGVVYNTK 

GYPNAEy(S)LDF/ER 

und das die e-Aminogruppen des Lysins zu Aldehydgruppen oxidieren kann. 

18. Verwendung eines Enzyms ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenol- 
oxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, lyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen zur 
Formulierung von 'V^^kstoffzuba-eiiungen. 

19. Lebensmittel oder Futtermittel, enthaltend eine Wirkstoffzubereitung nach den Anspnichen 13 bis 16. 

20. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine Wrkstoffeubereitung nach den Anspriichen 13 bis 16. 

Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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Figur 1: Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie FCS) 
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Figrur 2 
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